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L e v e n d e  c e l l e n  e n  s u b c e l l u l a i r e  d e e l t j e s  z i j n  o m g e v e n  d o o r  m e m b r a n e n .  D e -
z e  m e m b r a n e n  z í 1 n  o p g e b o u w d  u i t  v o o r n a m e l i j k  I i p i d e n  e n  e i w i t t e n .  D e  i n  k w a n -
r i t a t i e Í  o p z i c h t  b e l a n g r i j k s t e  m e m b r a a n l i p i d e n  z i j n  d e  t o s f o l i p i d e n .  F o s f o l i -
p i d e - m o l e k u l e n  h e b b e n  d e  e i g e n s c h a p  d a t  z í 1  z L c h  i n  w a t e r i g  m i l i e u  r a n g s c h i k -
k e n  i n  d u b b e l l a a g - s t r u k t u r e n .  V o l g e n s  d e  h u i d i g e  i n z i c h t e n  b e s E a a t  e e n  b i o l o -
g i sche  membraan  u i t  een  de rge l i j ke  f os fo l i p i de -dubbe l l aag ,  \ r aa r i n  de  e iw i t -mo le -
k u l e n  i n  v e r s c h i l l e n d e  m a t e  d o o r d r i n g e n  ( z i e  H o o f d s c u k  l ,  F i g .  l ) .  D e  l i p i d e -
c n  e i w i L - m o l e k u l e n  z i j n  v e e l a l  v r i j  b e w e e g l i j k  i n  h e t  v l a k  v a n  d e  m e m b r a a n .
D e z e  o p b o u w  w o r d t  a l g e m e e n  g e a c c e p t e e r d  a I s  d e  g l o b a l e  b a s i s s È r u k È u u r  v a n  d e
m ê ê s r e  h i n l o s i s c h e  r n e m b r a n e n .  E r  k o m e n  e c h E e r  v e l e  v e r s c h i l l e n d e  r v n c n  n ê m -
b ranen  voo r ,  s t e r k  u i t een lopend  i n  spec i f i e ke  e i genschappen  en  f unk t i es .  Deze
d i v e r s i t e i t  m o e t  t o e g e s c h r e v e n  w o r d e n  a a n  v e r s c h i l l e n  i n  d e  g e d e c a i l l e e r d e
membraanopbou Í ^ r  t ussen  de  membraan t ypes  onde r l i ng .  Ove r  deze  gedeÈa i l l ee rde  rnem-
b r a a n s t r u k t u u r  i s  e c h t e r  n o g  b e t r e k k e l i j k  w e i n i g  b e k e n d .
B i j  he t  onde rzoek  naa r  de  s t r uk tuu r  en  f unk t i e  van  membranen  wo rd t  o .a .
^ ^ L * . . : r .  ^ . - ^ ^ r . È  . , - ^  c . - r - 1 : . . ^ ^ - . ^  n j +  - j  i n  c n z v m e n  d i e  d p  a f b r a a k  v a n  f o s f o -ó s u ,  u r ^  Ë e , , L d d N L  ,  r P d s ( r  ,  u r r  u c  d
I  i p í d e n  k a t a l y s e r e n .  D e  w i j z e  w a a r o p  f o s f o l í p a s e s  i n w e r k e n  o p  e e n  m e m b r a a n  e n
he t  e f f ek t  van  deze  i nwe rk i ng  kunnen  i n f o rma t i e  ve r scha f f en  ove r
1 .  de  l oka l i sa t i e  van  de  f os fo l i p i den  i n  de  membraans l r uk tuu r  en
2 .  de  l i p i de -a fhanke l i j khe id  van  membraan -gebonden  enz ) rmen .
a d  l .  A l s  v o o r b e e l d  v a n  h e t  l o k a l i s e r e n  v a n  f o s f o l i p i d e n  k a n  g e n o e m d  w o r d e n
r ^ È  -  L  "  ' ^ ^ c ^ 1 : - ^ q e q  i s  v a s t q e s t e l d  d a t  d e  v e r s c h i l l e n d e  f o s f n l i n i d e n  i n  d pu D r u r r P d J !
m e m b r a a n  v a n  d e  r o d e  b l o e d c e l  a s y m m e E r i s c h  v e r d e e L d  z i j n  o v e r  d e  b i n n e n s t e  e n
b u i t e n s t e  h e l f t  v a n  d e  d u b b e l l a a g :  P C  ( f o s f a t i d y l c h o l i n e )  e n  S M  ( s f i n g o m y e l i -
n e )  b e v i n d e n  z i c h  v o o r n a m e l i j k  i n  d e  b u i t e n s t e  ; n o n o l a a g  v a n  d e  m e m b r a a n ,
P E  ( f o s f a t i d y l e t h a n o l a m i n e )  e n  P S  ( f o s f a t i d y l s e r i n e )  v o o r n a m e L i j k  i n  d e  b i n -
nens te  mono laag .
ad  2 .  B i j  he t  onde rzoek  be t re f f ende  de  l i p i de -a fhanke l i j khe id  van  membraan -
g e b o n d e n  e n 4 . Í n e n  k u n n e n  f o s f o l i p a s e s  g e b r u i k t  w o r d e n  o m  d e  l i p i d e - o m g e v i n g  v a n
deze  enz ) rmen  t e  r nod i f i ce ren .  Ook  kunnen  de  enz ) 'men  vo l l ed i g  gede l i p i dee rd  (en
v e e I a L  g e Ï n a k r i v e e r d )  w o r d e n  m e t  f o s f o l i p a s e s ,  h e t g e e n  d e  w e g  o p e n t  n a a r  r e -
ak t i ve r i ngss tud ies  me t  t oegevoegde  l i p i den  van  bekende  samens te l l i ng .
To t  s10 !  d i en t  opge rne rk t  t e  wo rden  da t  he t  i n  be ide  geva l l en  van  g roo t
b e l a n g  i s  t e  w e t e n  h o e  f o s f o l i p a s e s  h u n  r , e r k i n g  o p  m e m b r a n e n  u i t o e f e n e n ,  m . a . w .
wa t  i s  he t  we rk i ngsmechan i sme  van  deze  enzymen?
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:n door membranen. De-
iwi t ten.  De in kwan-
s f o l i p i d e n .  F o s f o l i -
i g  m i l i eu  r angsch i k -
n  bes taa t  een  b i o l o -
waar in de eiwi t -mole-
F i g .  l ) .  o e  l i p i a e -
c van de membraan.
; isstruktuur van de
:1lende typen mem-
r  en  f unk t i es .  Deze
le  gede ta i l l ee rde
e gedetai l leerde mem-
mbranen r^rordt  o.a.
afbraak van fosfo-




r  f os fo l i p i den  i n  de
'er  de binnenste en
n  SM ( s f i ngomye l i -
n de membraan,
me l i j k  i n  de  b i n -
:id van membraan-
Lpide-ourgeving van
gede l i p i dee rd  (en
feg opent naar re-
s te l l i ng .
al len van groot
u i t oe fenen ,  m .  a .14 / .
Het proefschz,ift
Di t  p roe f sch r i f t  hande l t  ove r  de  i nwe rk i ng  van  f os fo l i pase  A2  (EC  3 .  l .
1 . 4 )  op  membranen .  D i t  enzym ka ta l ysee r t  spec i f i e k  de  a f sp l i t s i ng  van  heE
ve tzuu r  op  de  2 -p l aa t s  van  he t  g l yce ro l ske le t  van  f os fog l yce r i des  ( z i e  Hoo fd -
s tuk  l ) .  D r i e  aspek ten  van  de  i rwe rk i ngvan  f os fo l i pases  op  membranen  k regen
de aandacht:
l .  de  i nv l oed  van  f ys i sch -chem ische  e i genschappen  van  he t  subs t raa t  op  he t
f os fo l i pase  we rk i ng .
2.  het  lokal iseren van membraanl ip iden en de l ip ide-afhankel i jkheid van mem-
braan-gebonden enzymen.
3.  de reakt iver ing van membraan-enzymen.
ad  l .  I n  de  ee rs te  p l aa t s  v re rden  de  e f f ek ten  bes tudee rd  van  een  aan ta l  f y -
s i s ch -chem ische  e i genschappen  van  he t  subs t raa t  op  de  f os fo l i pase -we rk i ng
(Hoo fds tuk  2  en  3 ) .  A l s  subs t raa t  we rden  i n  deze  expe r imen ten  kuns tma t i ge
membraanblaasjes ( l iposomen) gebruikt ,  opgebouwd ui t  zuivere,  goed gekarakter i -
see rde  PC ' s  me t  vo l l ed i g  ve r zad igde  ve t zuu rke tens .  He t  b l eek  da t  de ' , pakk ing "
van de fosfoi ip ide-molekulen in de dubbel laag in belangr i jke mate hun toegan-
ke l i j khe id  voo r  he t  f os fo l i pase  bepaa l t :  ve r s to r i ngen  i n  de  pakk ing  ve rhogen
de  f os fo l i pase -ak t i v i t e i t .  De  vo lgende  s t r uk tu re l e  ve r s to r i ngen  we rden  bes tu -
dee rd .
a .  De  f ase -ove rgang .  I n  f os fo l i p i de -dubbe l l agen  t r eed t  een  t empe ra tuu r -a fhan -
ke l i j ke  f ase -ove rgang  op  van  de  zgn .  ge l  ( i l vas te " )  f ase  naa r  de  v l oe ibaa r -
k r i s t a l l i j n e ( " v l o e i b a r e " )  f a s e  ( z i e  H o o f d s E u k  l ,  F i g .  3 ) .  I n  h e t ,  v o o r  i e d e r
l i p i de  ka rak te r i s t i eke ,  t empe ra tuu r t r a j ek t  van  de  f ase -ove rgang  bes taan  be ide
fasen  naas t  e l kaa r  en  i s  de  f os fo l i pase -ak t i v i t e i t  d i en tengevo lge  s te r k  ve r -
hoogd .
b.  Strukturele defekten.  Deze ontstaan in de pakking van de l ip iden,  wanneer
l i posomen  wo rden  onde rwo rpen  aan  u l t r asone  t r i l l i ng  b i j  een  t empe ra tuu r  bene -
den de fase-overgangstemperatuur.
c .  S te r ke  dubbe l l aag -k ron rn i ng .  Deze  t r eed t  op  i n  zee r  k l e i ne  l i posomen  ( z i e
H o o f d s t u k  I  , '  F i g .  2 ) .
d .  Pene t ra t i e  i n  de  dubbe l l aag  van  " v reemde"  ve rb i nd ingen .  He t  e f f ek t  van  he t
lokaal  anesthet ikum dibucaine werd in d i t  verband bestudeerd.  Doel  van onze
exper imenten was pr imair  het  ef fekt  van dibucaine op de fosfol ipase-werking
te  onde rzoeken .  He t  i s  ech te r  ook  moge l i j k  -  o rngekee rd  -  m .b . v .  f os fo l i pases
de  e f f ek ten  van  membraan -ak t i eve  s to f f en ,  zoa l s  l okaa l  anes the t i ka ,  op  de  mem-
b raan -s t r uk tuu r  t e  bes tude ren .
ad  2 .  Tn  de  tweede  p l aa t s  we rden  ra t t e l eve r  m i t ochond r iËn  o f  ge ï so lee rde  m i t o -
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c h o n d r i ê l e  m e m b r a n . . n  u n d o r w o r p c n  . r . r n  d e  i n w e r k i n g  v a n  I o s f o ]  i p e s e  A  Í r e L  d (
b e d o e l  i n g  n e c r  i n z i , h t  t c  k r i j g e n  i n  d e  v e r d e l i n g  v a n  d e  v e r s c l r i l l e n d .  L i p i d e n
o v c r  d c  m e m b r a a n  e n  i n  d e  I  i p í d e - a f h a n k e l  i j k h e i d  v a n  m e m b r a a n - g e b o n d e n  c n z y -
m e n  í H o o f d s t u k  4 .  5  e n  6 ) .  D e z c  o n d e r z o e k í n g e n  1 e í d d e n ,  w a L  h e L  e e r s L e  a s p e k f
b e t r e f t ,  t o L  d e  k o n k l u s i c  d a t  i n  e e n  s p e c i I i c k  a f b r a a k p a t r o o n  v a n  d e  m e m b r a a n -
F n c f n l i n i d a n  r r e e l e l  d o  c n o e  i F i n i r ê j f  \ r á n  h d r  É n - r ^ l ; ^ - - ^  . , ^ - . l f  o o r o f  l o l t r o o r àr u s i v r r P d r s  w u r u L  b \
e n  z e k e r  n i e f  a l r i i d  e e n  s n e c i  f i e k e  l o k a r : ^ ^ '  j  ' - - ^  J  '  r : - :  1 e n  i n  d e  m e m b r a a n
( H o o f d s t u k  4 ) .
D e  m e r n b r a a n - g e b o n d e n  e n z ) 4 n k o m p l e x e n ,  s u c c - i n a a L - c y t o c h r o o m  .  r e d u c t a s e
e n -  i n  n i n d e r e  n a t c -  c v t o c h r o m e  a  o v í d a s e  \ , J o r d e n  d o o r  I o s f o l i n a s e  w c r k i n p  h e -
' í n v I o c d  
í n  h u n  k a t r l y L i s c h e  e i g e n s c h a p p e n ,  z o a l s  d i e  t o t  u i r i n g  k o m e n  i n  A r r -
h e n í u s  a k t i v e r i n g s e n e r g i c é n .  D a t  b e i d e  e n z y , r n e n  i  v e r s c l r i l l e n d e  m a f e  r e a g e r e n
o p  d e  f o s f o )  í p a s e  i n w e r k i n g  z o u  k u n n e n  b e t e k e n e n  d a t  d e  f o s f o L i p a s e  d e  I i p i d e -
o m g e v i n g  v a n  h e t  e n e  e n z ) , Í n  m c e r  i n g r i j p e n d  a a n f a s L  d a n  d i e  v a n  h e t  a n d e r o  e n -
z v m ^  T ) e  q e v o l q d e  m e r h o d e  b l e e k  h i e r  e c h t e r  n i e t  v o l d o e n d e  t o e r e i k e n d  o m  d i t
v a s t  r e  s f e l l e n .  E n e r z i j d s  i s  h e t  n i e r  d u i d e f i j k  w e L k e  v e r a n d e r i n g  d e  I o s F o -
l i p a s e  a a n b r e n g l  i n  d e  d Í r e k f e  o m g e v i n g  v a n  d e  e n z l m e n ,  z o d a f  g e e n  k u n k l u s i e s
o v e r  d e  J  i p i d e - a l h a n k e l  i j k h e i d  v a n  d e z e  e n z ) , ' m e n  g e t r o k k e n  k u n n e n  w o r d e n .  A n -
d n r : i  i d q  i q  h e f  i r r i q l  d o o r  h e l  q e h r e k  a a n  k e n n i s  o v e r  d i e  l i n i d e - a f h a n k e l  i  i k -
\ c i d  n i e t  m o g e t i j k .  v i a  d e  w a a r g e n o m e n  e f f e k f e n  o p  d e  e n z l n n e n ,  k o n k l u s i e s  t e
t r e k k e n  m e t  b e t ï e k k i n g  t o t  d e  l i p i d e - o m g e v i n g .  T e n e í n d e  d e z e  v i c i e u z e  c i r k e l
t e  d o o r b r e k e n  w e r d  v o o r  d e  b e s t u d e r i n g  v a n  I  l p i d e - e I F e k t e n  o p  e e n  m e m b r a a n -
enzT , r t  gekozen  voo ï  een  reLa t i e f  s impe l  r eak t i ve r i ngssys teem,  v r ' aa r i n  de  samen-
s t e l l i n g  v a n  d e  1  i p i d e - o m g e v i n g  v a n  h e t  e n z l . r n  g e v a r i e e r d  k a n  w o r d e n ,  H e r  B H B D H
( $ - h y d r o x y b o t e r z u u r  d e h y d r o g e n a s e ,  E C  1 . 1 . 1 . 3 0 )  i s  g e b o n d e n  i n  d e  b i n n e n m e m -
h r a a n  v a n  m i t o c h o n d r i ë n ,  m a a k f  g e e n  d e e l  u i t  v a n  e e n  g r o t e r  e n z l n n k o m p l e x  e n
-  r  ^ f  i e f  q i m n e l  c  r o a k r i o  H e t  e n z r r m  w n r d i -  d n n r  h e h r n , 4 p l  i n o^ d L d ! J / r e € !
v a n  d e  m e m b r a a n  m e t  f o s f o l i p a s e  A 2  g e ' í n a k t i v e e r d  e n  b o v e n d i e n  v r i j g e m a a k t  u i r
de  membraans t ruk tuu r  (Hoo fds tuk  6 ) .  He t  kan  ge reak t i vee rd  wo rden  doo r  i nkuba -
t i e  m c t  l i n o s o - e n .  m í f s  d e z e  l i n n s o m e n  z i l n  o n s e h n r r w d  r r i t  P C  o f  u i L  e e n
P C - b e v a t t e n d  L i p  i d e - m e n g s c  I  .
a d  3 .  D e  r e a k t i v e r i n g  e n  I  i p l d e - a Í h a n k e l i j k h e i d  v a n  B H B D H  \ r e r d e n  u í t v o e r i g  o n -
d e r z o c h t  ( H o o f d s t u k  7  e n  B ) .  H i e r t o e  w e r d  h e t  e n z y m  m . b . v .  f o s f o l i p a s e  A 2  o p
n r e n a r a f i e v e  s c h n n l  p e ' í s o l e e r d  r r í t  r a t t e l e v e r  m i t o c h o n d r i ê n  e n  v r i i w e l  v o l  l e d í q
q e z u i v e r d  ( H o o Í d s t u k  8 ) ,  H e t  g e z u i v e r d e  e n z ) ' r n  h e e f L  e e n  m o l e c u l a i r  g e w i c h t  v a n
3 2 . 0 0 0 ,  i s  w a t e r - o p l o s b a a r ,  b e v a t  v r i j \ r e l  g e e n  f o s f o l i p i d e  e n  i s  v o l l e d i g  i n -
- l  r ; ^ f  r ^ - - ; ;  L ^ t s  , , ^ r A l  o F r ê a k t  i r z e e r d  m e t  I  i n n c n m o n  H a f  o n z r m  u n r A r  À n n r  z a -L l , - J L ' l  $ v t
r . ' - l  n n " a r . a d i o d a : 1 "  v e r z a d i p d e  P C r s  p e r e a k t i r r e e r d  z . i i  L ' c r  m e t  d e  e e r s L e  t o L
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r l i pase  Az  me t  de
) r sch i l l ende  l i p i den
:aan-gebonderr  enzy_
:  h e t  e e r s t e  a s p e k t
ron van de membraan_
rd t  ge re f l ek tee rd
den in de rnembraan
room c  reduc tase
l i pase  we rk i ng  be -
l ing kornen in Arr-
lde mate reageren
: o l i p a s e  d e  l i p i d e -
'an het  andere en_
reikend om di t
der ing de fosfo-
Ê  geen  konk lus i es
nnen worden. An_
oide-afhanke 1 i j  k-
r ,  konk lus i es  t e
v i c i euze  c i r ke l
r een membraan_





v r i j genaak r  u i t
len door inkuba-
r f  u i t  een
en uiÈvoer ig on-
f o l i pase  A2  op
r i jwe l  vo l l ed i g
la i r  gewicht  van
. s  vo l l ed i g  i n -
ï47ordt  door zo-
de  ee rs te  t o t
vee l  hoge re  ak t i v i t e i t  dan  me t  de  l aa t s te .  U i t  ge l f i l t r a t i e  expe r imen ten  b l eek
da t  b i j  r eak t i ve r i ng  doo r  onve rzad igde  PCrs  he t  enzym wo rd t  gebonden  aan  de
l i p i de -dubbe l l aag ;  b i j  r eak t i ve r i ng  doo r  ve r zad igde  PCrs  daa ren têgen  assoc iee r t
he t  enz )qn  n i e t  me t  de  dubbe l l aag  maa r  b i nd t  he t  i nd i v i due le  l i p i de -mo leku len .
R e a k t i v e r i n g  m e t  m e n g s e l s  v a n  P E  e n  v e r z a d i g d e  P C t s  r e s u l t e e r t  i n  v e e l  h o g e r e
enzymak t i v i t e i t en  dan  me t  he t  be t re f f ende  PC  a l1een .  Tege l i j ke r t i j d  s t imu lee r t
PE het  enz)nn tot  het  aangaan van een interakt ie met de dubbel laag.  Het st imu-
l e rende  e f f ek t  van  PE  komt  a1 leen  t o t  u i t i ng  boven  de  f ase -ove rgangs te Ínpe ra -
t uu r  van  de  l i p i den , v rannee r  PE  en  PC  gemengd  z i j n  i n  he t  v l ak  van  dubbe l l aag .
Beneden  de  f ase -ove rgangs tempe ra tuu r  z i j n  PE  en  PC  ve rmoede l i j k  n i e t  mee r  vo l -
l ed i g  gemengd ,  t engevo lge  van  een  f ase -sche id i ngsp roces ,  en  i s  he t  s t imu le ren -
de  e f f ek t  van  PE  op  de  reak t i ve r i ng  a fwez i - g  (Hoo fds tuk  7 ) .  U i t  expe r imen -
ten  me t  PS  ( f os fa t i dy l se r i ne ) - l i posomen  b l eek  da t  he t  BHBDH aan  d i t  f os fo l i p i de
b ind t ,  zonde r  ge reak t i vee rd  t e  wo rden .  Deze  b i nd ing  i s  ve rmoede l i j k  t oe  t e
sch r i j ven  aan  de  nega t i eve  l ad i ng  van  he t  PS .  I n  he t  na t i eve  m i t ochond r i ' é l e
membraan  bev ind t  z i ch ,  naas t  PC  en  PE ,  een  de rde  f os fo l i p i de ,  he t  ca rd i o l i p i ne ,
dat  evenals PS negat ief  geladen is.  Cardio l ip ine kan het  BHBDH derhalve waar-
sch i j n l i j k  ook  b i nden .  De  resu l t a ten  sugge re ren  dus  een  ro l  voo r  a l l e  d r i e  de
fos fo l i p i den  i n  de  m i t ochond r i i i l e  membraan  b i j  de  i n t e rak t i e  me t  he t  BHBDH.  PC
is  be t rokken  b i j  de  ak t i ve r i ng  en  PE  en  ca rd i o l i p i ne  moge l i j k  b i j  de  membraan -
assoc ia t i e  van  he t  enzp .
Deze  resu l t a ten  rech t vaa rd i gen  de  konk lus i e  da t  he t  geb ru i k  van  eenvou -
dige modelsystemen, waar in een zuiver membraan-eiwi t  wordt  gerekombineerd met
l i p i den  van  bekende  samens te l l i ng ,  een  b i j d rage  kan  l eve ren  aan  he t  i nz i ch t
i n  spec í f i eke  l i p i de -e iw i t  i n t e rak t i es  i n  b i o l og i sche  membranen .
